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Resumo 

 

O osso é um tecido dinâmico capaz de absorver impactos e, como outros tecidos, sofre os efeitos 

do envelhecimento. As propriedades da matriz extracelular ficam fragilizadas, levando a maior 

risco de fraturas em idosos. Exercícios físicos, como o treinamento de força, são bem 

estabelecidos como atenuadores desses efeitos deletérios, logo, nesse contexto, faz-se necessário 

estudos biomoleculares que expliquem tais benefícios no remodelamento ósseo. Objetivo: 

Avaliar os efeitos do envelhecimento, bem como o efeito do treinamento de força sobre as 

propriedades da MEC, relacionados ao remodelamento ósseo em ratos. Materiais e métodos: 

foram utilizados 20 ratos Wistar Novergicus Albinos, de 3 e 20 meses, divididos em quatro grupos 

experimentais com 5 animais cada Jovens Sedentários (JS), Velhos Sedentários (VS), Jovens 

Treinados (JT) e Velhos Treinados (IT). O treinamento de força (TF) de 12 semanas foi realizado 

uma vez a cada dois dias. Primeiramente, os ratos foram adaptados ao protocolo de TF para 

escalarem uma escada vertical, com pesos presos as suas caudas, realizando de 8 a 12 movimentos 

por escalada. As sessões de TF consistiram de quatro escaladas na escada, com 65%, 85%, 95% 

e 100% da capacidade máxima de carregamento do rato, determinada na sessão anterior. 

Posteriormente, os fêmures foram retirados e, a expressão gênica, atividade da MMP-2 e conteúdo 

proteico de COL-1 foram analisadas. Resultados: foi identificado menor expressão gênica da 

SOST e MEPE nos grupos VT. A expressão gênica do COL-1 apresentou redução significante 

nos grupos velhos, mas houve diferença no conteúdo proteico. A expressão das MMPs-2 e -13 

bem como a atividade da MMP-2, apresentaram diminuição no envelhecimento, e não houve 

influência do treinamento. Conclusão: O TF demonstrou efeito protetor no osso envelhecido, 

sem alterar o conteúdo proteico estrutural e o remodelamento. Sugere-se que protocolos que 

adotem um tempo maior de treinamento podem gerar resultados mais favoráveis. 

 

Palavras chaves: Osso, envelhecimento, treinamento de força, RT-PCR, Western Blotting, 

Zimografia. 

  



 
 

Abstract 

 

Bone is a dynamic tissue able to sustain impacts and, like other tissues, is affected negatively by 

aging. Its extracellular matrix properties become weakened, resulting in greater fracture risks. 

Exercises, as resistance training, are well established as attenuators of these deleterious effects, 

therefore, considering this context, biomolecular studies are crucial to explain such benefits in 

bone remodeling. Objectives: To identify aging effects on ECM, and resistance training as well, 

related to bone remodeling in rats. Materials and methods: 20 rats Wistar novergicus albinos 

were used, aged 3 and 20 months, and divided into four experimental groups (5 animais per 

group): young sedentary (YS), young trained (YT), old sedentary (OS), old trained (OT). 

A 12-week RT was conducted once every two days. Initially, the rats were adapted to the 

resistance training protocol, which required them to climb a vertical ladder with weights attached 

to their tails, making them perform from 8 to 12 movements per climb. The training sessions 

consisted of four ladder climbs with 65, 85, 95, and 100% of the rat’s maximal carrying capacity, 

as determined in the previous session. Afterwards, femurs were dissected and MMPs genic 

expression, MMP-2 activity and COL-1 protein tissue content were analyzed. Results: there was 

reduced genic expression of SOST and MEPE in OT group compared to sedentary. COL-1 

showed reduced gene expression in old groups, however it was not reproduced on proteic tissue 

content. MMP-2 and -13 expression and activity of MMP-2 were reduced in aged animals, and 

RT had no influence on these results. Conclusion: Resistance training showed protective effect 

on aged bone, without showing any alterations on proteic structural content and remodeling 

activity. Different protocols with longer periods of training may have more favorable results. 

 

Keywords: Bone, aging, resistance training, RT-PCR, Western Blotting, Zymography. 
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Introdução 

 

Organização, função e composição do osso 

 

O esqueleto é um dos maiores sistemas do corpo, sendo um tecido conectivo que 

consiste de uma matriz mineralizada e uma unidade celular de remodelamento ativa (FENG & 

MCDONALD, 2011). Do nascimento ao envelhecimento, o tecido ósseo está sempre em 

atividade. O osso embrionário, primariamente formado por cartilagem fornecida por condrócitos, 

é usado como molde e substituído por um osso mineralizado formado pelas células específicas do 

osso (GRABOWSKI, 2015). Dois processos de ossificação dão origem aos ossos adultos, sendo 

a primeira a ossificação intramembranosa que dá origem a ossos chatos (como ossos do crânio e 

escápula), e a ossificação endocondral que origina ossos curtos (como ossos do tarso) e longos, 

como o fêmur e tíbia (MACKIE et. al., 2008). 

Os ossos possuem funções que vão além da proteção dos órgãos, e ancoragem de 

tendões e ligamentos (BENJAMIN et. al., 2006). Ele é responsável pelo armazenamento do cálcio 

e fosfato, liberando esses íons conforme a necessidade do organismo. Porém, a produção de 

células progenitoras em seu compartimento medular é a função mais importante para conservação 

de todas as outras funções (ALFORD et. al., 2015). As células progenitoras de origem 

hematopoiética e mesenquimais podem ser consideradas a base do ciclo de remodelamento ósseo, 

pois a partir dessas, osteoblastos, osteócitos e osteoclastos são originados e mantém a homeostase 

do tecido ósseo (BRANDI, 2009). 

Osteoblastos se originam de células tronco mesenquimais (do inglês, mesenchymal stem 

cells, MSC) localizadas principalmente na medula óssea vermelha. MSC são pluripotentes, e tem 

capacidade de originar além de osteoblastos, condrócitos, adipócitos, miócitos e fibroblastos, e 

para que sua diferenciação seja direcionada para a linhagem de células ósseas, fatores de 

transcrição e sinalização precisam ser aplicados a ela (GRABOWSKI, 2015). Elas passam por um 

processo de maturação onde se tornam primariamente pré-osteoblastos, continuando sua 

diferenciação até a célula madura osteoblástica. O osteoblasto é responsável por sintetizar 

componentes da matriz orgânica e controlar a mineralização dessa matriz (LONG, 2011).  

Osteócitos, por sua vez, são osteoblastos diferenciados e aprisionados na matriz mineral 

óssea. São o destino final na linhagem osteoblástica, representando a última diferenciação nessa 

cadeia, porém não indiferentes ao ciclo de remodelamento ósseo (CAPULLI et. al, 2014). Essas 

células são fixadas na matriz mineralizada e comunicam-se através de canalículos e processos 

dendríticos, podendo sinalizar em várias camadas de osso, para ambos osteoblastos e osteoclastos 

um novo início do processo de remodelamento. Adicionalmente, funcionam como os principais 

mediadores na percepção da carga mecânica para o remodelamento estrutural do osso (CAPULLI 

et. al, 2014).  
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Osteoclastos são as células responsáveis pela degradação e reabsorção da matriz 

extracelular mineralizada, que exerce a sinalização para o amadurecimento proveniente de sua 

contraparte, os osteoblastos (VÄÄNÄNEN, 2000). Tem origem em células hematopoiéticas, 

assemelhando-se aos macrófagos e várias moléculas podem influenciar na produção e 

diferenciação. Eles desenvolveram maquinário eficiente para dissolver cristais de hidroxiapatita 

e degradar a matriz orgânica do osso rica em fibras de colágeno (VÄÄNÄNEN, 2000). Por 

compartilharem origem comum com células imunes, por se diferenciarem a partir de 

monócitos/macrófagos maduros e por terem papel fagocitário no osso, são chamados de 

macrófagos específicos do osso (ENDO-MUNOZ, 2012).  

 Em resumo, apesar das células ósseas possuírem características diferentes, suas funções 

são controladas e estimuladas por elas mesmas, em um ciclo próprio de remodelamento ósseo 

(HERNANDÉZ-GIL et. al, 2006). 

 

Remodelamento ósseo 

 

O processo de remodelamento ósseo ocorre de maneira elegante e coordenada. Em 

pequenas unidades funcionais multicelulares básicas (do inglês, basic multicelular units, BMU), 

ocorrem a formação e a quebra da matriz óssea pela linhagem de células osteoblásticas e 

osteoclásticas, respectivamente, que se responsabilizam por assumir essa função cíclica 

(ROBLING et. al., 2006). Osteoclastos são células que iniciam o processo de osteólise no espaço 

da BMU, destruindo e reabsorvendo a matriz mineralizada ao escavar túneis de aproximadamente 

300 µm de diâmetro (VÄÄNÄNEN et. al., 2000).  Para que a reabsorção seja desencadeada, uma 

série de atividades celulares precisam ser seguidas, iniciando pelo processo de migração e 

ancoragem dos osteoclastos ao local de degradação óssea, formação de uma lacuna de reabsorção, 

dissolução dos cristais de hidroxiapatita, degradação da matriz orgânica, remoção dos detritos 

ósseos da lacuna e, posteriormente, inativação do osteoclasto (VÄÄNÄNEN et. al., 2000). A 

lacuna formada entre o osteoclasto e a matriz óssea precisa de um meio ácido a fim de que a 

degradação dos componentes da matriz ocorra, pois, o fosfato de cálcio encontrado no meio 

extracelular é altamente sensível ao pH local (GRABOWSKI, 2015).  

Após a reabsorção, um grupo de células osteoblásticas aderem-se a zona reabsorvida e 

secretam proteínas colagenosas (principalmente o colágeno tipo I), proteínas não-colagenosas 

(como a osteocalcina e a osteonectina) e proteoglicanas (CAPULLI et. al., 2014). Essa nova 

camada é chamada de osteóide, que é a matriz óssea não-mineralizada, não-rígida e incapaz de 

absorver impactos (CAPULLI et. al., 2014). Em um determinado ponto, a deposição óssea 

termina e os osteóides são calcificados para adquirir rigidez, em um processo de hidroxilação do 

Ca3(PO4)2 (fosfato tricálcico) que dá origem aos cristais de hidroxiapatita [Ca10(PO)6(OH)2], 

minerais que se acomodam aos espaços entre as fibrilas de colágeno e transforma a matriz 
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orgânica não-mineralizada em uma matriz inorgânica mineralizada rígida (HERNANDÉZ-GIL 

et. al., 2006). 

Nesse modelo, a formação do osteóide é encontrada em locais específicos, sofrendo o 

processo de mineralização chamado de aposição mineral primária, que dura entre 5-10 dias. 

Seguido a esse período, acontece uma maturação gradual e lenta da matriz orgânica, em que a 

quantidade de cristais de hidroxiapatita e o aumento de tamanho destes chegam ao nível ideal, 

chamada de mineralização secundária (MEUNIER et. al. 1997). 

Enquanto a matriz avança para o estágio mineralizado, osteoblastos são circundados e 

presos nessa nova matriz e se transformam nas células seguintes em sua linhagem, os osteócitos. 

Essas novas células, apesar da incapacidade de mobilizar-se pelo tecido mineralizado, adquirem 

uma função nova e complementam o ciclo de remodelamento ósseo. Os osteócitos são 

responsáveis pela percepção do estresse mecânico sobre o osso e sinalização para osteoblastos e 

osteoclastos do início de um novo ciclo. Comunicam-se entre si principalmente por uma rede de 

canalículos e junções gap, por onde percebem as mudanças da MEC (KOMORI et. al., 2013). 

O processo de remodelamento é esquematizado na Figura 1. 
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Figura 1. Representação gráfica do processo de remodelamento ósseo (adaptada de BARON & 

KNEISSEL, 2013). Células tronco mesenquimais são recrutadas da medula óssea com potencial 

de diferenciação em condrócitos, adipócitos ou osteoblastos. A via de sinalização Wnt direciona 

a diferenciação e maturação da linhagem osteoblástica, enquanto impede a proliferação dos outros 

tipos de células. O osteoblasto maduro produz o osteóide, e após mineralização da matriz, 

transforma-se em osteócitos (responsáveis pela sensibilização mecânica do osso). Entretanto, 

podem entrar em estágio quiescente, como células de alinhamento ósseo, ou sofrer apoptose. Os 

osteócitos podem inibir a diferenciação dos seus precursores, por meio da SOST e DKK1, e 

também controlar a diferenciação dos osteoclastos, ao produzir RANKL ou OPG. Os osteoclastos 

são diferenciados a partir das células tronco hematopoiéticas, e após ancoragem, reabsorvem a 

matriz mineralizada. 

 

Vias de sinalização e a matriz extracelular 

As células citadas anteriormente são participantes do processo de remodelamento ósseo, 

e são específicas do sistema esquelético, agindo e reagindo conforme a necessidade e sinalização 

da matriz extracelular (BOSKEY et. al., 2013). A matriz óssea possui duas fases: uma orgânica, 

composta por 90% de colágeno, 5% de proteínas não-colagenosas, aproximadamente 2% de 

lipídios e água. A outra fase, a inorgânica, composta de cristais de hidroxiapatita e células ósseas, 

mantém a função rígida do osso para absorção de impactos (BOSKEY et. al., 2013). 

A via de sinalização Wnt canônica foi estabelecida como a principal via de regulação 

para diferenciação das células tronco mesenquimais em direção a linhagem osteoblástica. Em 

resumo, a sinalização inicia com o ligante Wnt conectando-se aos receptores frizzled e LRP5/6 

na membrana celular, permitindo um acúmulo de β-catenina no citoplasma, que por sua vez é 

translocada ao núcleo da célula e inicia a transcrição de genes relacionados a diferenciação celular 

(BARON, KNEISSEL, 2013). A partir dessa etapa, fatores de transcrição e fatores de crescimento 

dão continuidade ao processo de maturação da célula para um osteoblasto funcional, capaz de 

repor a matriz óssea (KOMORI et. al., 2009; BRUDERER et. al., 2014). Por sua capacidade de 

diferenciação variada, as células tronco mesenquimais podem sofrer influência de outras proteínas 

que direcionam sua diferenciação para linhagens de células alheias ao tecido ósseo (CHEN et. al., 

2011). Quando a presença dos receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARγ) 

superam os fatores responsáveis pela diferenciação em osteoblastos, as células mesenquimais 

seguem um caminho de transformação em adipócitos, causando perda de tecido ósseo (CHEN et. 

al., 2011). 

Após a diferenciação da célula tronco mesenquimal para a linhagem osteoblástica, é 

iniciado o processo de produção das proteínas necessárias para formação óssea (YOUNG et. al., 

2003). O colágeno do tipo I é a proteína estrutural mais importante para o osso cortical e trabecular 

e corresponde a 90% do conteúdo do osteóide, o osso não-mineralizado. Essas cadeias 
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polipeptídicas no osso são heterotriméricas, sendo unidas em tríplice hélice, compostas de duas 

cadeias α1 e uma α2, originando o colágeno tipo I (YOUNG et. al., 2003). Ao ser secretado, o 

colágeno liga-se aos seus semelhantes através de ligações cruzadas covalentes. Essas ligações 

podem ser fundamentais para a manutenção da estrutura óssea sob carga mecânica, pois 

possivelmente são as primeiras a romper e liberar energia, a fim de evitar lesões importantes na 

continuidade do osso (THOMPSON et. al., 2001). Essas ligações cruzadas entre fibras de 

colágeno são um importante fator de resistência para o tecido ósseo e, em condições fisiológicas, 

essas ligações diminuem conforme o envelhecimento (SAITO et. al., 2010). Por fim, o colágeno 

possui um papel de ancoradouro para diversas proteínas não-colagenosas (ROSS et. al., 2013; 

BORNSTEIN et. al., 2002). 

A sinalização para transcrição de osteoclastos é alcançada por duas proteínas 

independentes, a primeira sendo o fator estimulante da colônia de macrófagos (do inglês, 

macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) e a segunda conhecida como ligante do receptor 

do ativador do fator nuclear kappa-B (do inglês, receptor activator of nuclear factor kappa-B 

ligand, RANKL). Enquanto M-CSF amplia a disponibilidade dos precursores de osteoclastos, o 

RANKL liga-se ao seu receptor específico, RANK, promovendo a maturação, diferenciação e 

inibindo a apoptose (TROUVIN et. al., 2010). Contudo, o RANKL possui um antagonista, que 

disputa o local no receptor a fim de promover o efeito contrário. A osteoprotegerina (OPG) 

compete sua ligação ao receptor RANK e inibe a diferenciação e maturação das células 

hematopoiéticas em osteoclastos, e consequentemente compromete a reabsorção óssea (BOYLE 

et. al., 2003). Todas as três proteínas citadas são produzidas pelas células da linhagem 

osteoblásticas, de maneira que a proliferação dos osteoclastos é conduzida pela presença de 

osteoblastos e osteócitos (KOMORI et. al., 2013). Para manter a homeostase óssea, essa 

sinalização entre RANKL e OPG precisa ser regulada adequadamente. A via Wnt em osteoblastos 

maduros controla a produção de OPG por essas células e já foi mostrado que mutações nessa via 

podem causar osteogênese imperfeita e iniciar um processo de osteoporose (TAKAYANAGI et. 

al., 2005; CAO et. al., 2005; GRABOWSKI, 2015). 

Após a reabsorção e formação de uma nova matriz óssea, os osteócitos originados do 

aprisionamento dos osteoblastos na matriz, tem sua parte no ciclo de remodelamento. Eles 

produzem a esclerostina, uma proteína capaz de agir sobre seu antecessor, transcrita pelo gene 

SOST (WINKLER et. al., 2009). Essa proteína age na via de sinalização Wnt, inativando o 

receptor LRP5/6, impedindo a cascata de informação intracelular para diferenciação e maturação 

do osteoblasto (LI et. al., 2009). Em culturas celulares, a esclerostina foi observada por essa ação 

inibidora, e sua ausência elevou o nível de massa óssea de maneira exacerbada (POOLE et. al., 

2005). Outra proteína exclusiva dos osteócitos, a MEPE (do inglês, Matrix-Extracellular-

Phospho-Glycoprotein with ASARM-motif), parece ter uma função semelhante, porém sem tanto 

esclarecimento como a esclerostina (ATKINS et. al., 2011). Já foi observado que a massa óssea 
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e o conteúdo trabecular estão aumentados em ratos nulos à produção de MEPE, enquanto ratos 

com expressão aumentada da proteína apresentam fenótipo de osteoporose (GOWEN et. al., 

2003). Contudo, resultados controversos também foram encontrados. Boskey et al. (2009), em 

seu estudo com um sistema de hidroxiapatita em gel, afirma que a MEPE em seu estado intacto 

inibe a mineralização óssea, porém quando clivada ela é uma promotora da mineralização. 

Ademais, Kulkarni et. al. (2010), reporta que em cultura de células osteocitárias sob estímulo 

mecânico, a MEPE é inibidora da osteoclastogênese, sendo, por conseguinte, regulatória na 

reabsorção óssea. 

Assim como em vários tecidos corporais, as metaloproteinases (MMPs) também são 

fundamentais para o remodelamento da MEC em ossos. Elas são proteínas secretadas por células, 

capazes de degradar e remodelar a matriz extracelular adjacente, dissolvendo o colágeno 

estrutural (NAVARRO et. al., 2006; KADLER et. al., 2007). Contudo, seu papel parece ser 

abrangente e necessita mais estudos para elucidar sua exata função no tecido ósseo. 

Metaloproteinases possuem um papel fundamental no osso embrionário, degradando o osso 

imaturo formado por condrócitos e enviando sinais angiogênicos para vascularização do novo 

osso (GRABOWSKI, 2015). Aparentemente elas estão envolvidas em regular os fatores de 

crescimento, migração de osteoclastos e participação na mineralização óssea, apesar de estudos 

ainda estarem sendo conduzidos sobre o assunto (VU et. al., 2000). Seus tipos mais 

frequentemente associados ao desenvolvimento ósseo são MMPs -2, -9, -13, -14 e -16 (PAIVA 

et. al, 2014; LIANG et. al, 2016). Inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS), parecem 

ser importantes como complemento e modulação da atividade das metaloproteinases (MURPHY 

et. al., 2005). 

 

Envelhecimento do tecido ósseo 

 

O osso, como todos os outros tecidos corporais, envelhece de maneira gradual e 

irreversível. O balanço ósseo resultante da atividade de formação e reabsorção fica 

desequilibrado. Com o avançar da idade, ocorre um declínio da força óssea por redução da 

densidade do osso trabecular e cortical, somando-se ainda a espessura e porosidade cortical, sendo 

esse último responsável em 76% da redução da força cortical (MCCALDEN et. al., 1993). As 

alterações moleculares e celulares causadas pelo envelhecimento incluem, mas não se limitam, 

ao aumento do estrese oxidativo no osso (ALMEIDA et. al., 2007), diferenciação osteoblástica 

diminuída (JILKA, 2010), diferenciação de células tronco mesenquimais para adipócitos em 

detrimento de células ósseas (ALMEIDA et. al., 2009; AKUNE et. al., 2004), diminuição de 

fatores de crescimento (XIAN et. al., 2012), apoptose aumentada de osteoblastos e osteoclastos 

(ALMEIDA, 2007b) e densidade de rede osteocitária diminuída em humanos (MANOLAGAS & 

PARFITT, 2010). O envelhecimento para as células progenitoras mesenquimais altera sua 
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capacidade proliferativa e de diferenciação. Ratos idosos já apresentaram altos níveis de proteínas 

oxidativas nessas células, enquanto a atividade de enzimas antioxidativas estava diminuída, em 

comparação com ratos jovens (STOLZING et. al., 2006). 

Ademais, o processo de mineralização secundária confere rigidez ao osso, e o 

envelhecimento, pela atividade de turnover reduzida, leva a um desequilíbrio dessa qualidade 

óssea (MEUNIER et. al. 1997). Com o aumento da rigidez, haverá consequentimente um 

comprometimento da elasticidade, levando a menor tenacidade no osso, ou seja, a menor 

capacidade do osso em absorver energia antes de fraturar (PANWAR et. al., 2017). Logo, é 

fundamental ressaltar que o aumento exacerbado de rigidez óssea é capaz de comprometer a 

estrutura física do osso, pois a capacidade do mesmo em absorver impactos fica reduzida. 

Quarto et. al. (1995), comparou a quantidade de células mesenquimais progenitoras no 

osso de ratos jovens e adultos, observando uma quantidade significativamente menor delas com 

o envelhecimento. Em contrapartida, Chen et. al. (2004) relatou a partir de suas observações uma 

quantidade mais significativa de células progenitoras mesenquimais em ratos idosos, contudo, 

ocorria uma falha na diferenciação dessas células para a linhagem osteoblástica. Em revisão da 

literatura, Gibon et. al. (2016) afirma que o envelhecimento compromete a disponibilidade e o 

crescimento das células mesenquimais progenitoras para formação óssea e, apesar de não haver 

consenso, possivelmente o potencial de diferenciação osteogênico dessas células também está 

diminuído. Tais alterações decorrentes do envelhecimento causam um déficit na produção de 

osteoblastos, principal unidade da formação óssea. 

Estresse oxidativo possui um papel benéfico no tecido, como um ativador de resposta 

imune, mediado pela concentração das espécies reativas de oxigênio (do inglês, reactive oxygen 

species, ROS). Contudo, durante o envelhecimento, o desequilíbrio entre ROS e os antioxidantes 

endógenos podem desencadear complicações degenerativas celulares no osso (WAUQUIER et. 

al., 2009). 

Há uma divergência na literatura quanto a correlação entre a perda de massa muscular 

e massa óssea decorrentes do envelhecimento, em humanos. Marcus et. al. (1995), em revisão na 

literatura afirma que apesar da perda de massa óssea e massa muscular ocorrerem 

concomitantemente, a perda óssea emerge muito antecipadamente em comparação à perda de 

massa muscular no decorrer dos anos. Logo não se pode inferir uma ligação direta entre esses 

acontecimentos. Porém, Calmels et. al. (1995) em um estudo que correlacionou força muscular 

isocinética de membros superiores e inferiores com densidade mineral óssea de mulheres entre 

44 e 87 anos, observou associação direta entre essas variáveis, sendo vista primeiramente em 

membros superiores, entre a quinta e sexta década de vida, e em membros inferiores 

posteriormente, após a sexta década. Mais recentemente, Verschueren et. al. (2013), em um estudo 

coorte com 679 homens europeus de meia-idade e idosos, buscou a correlação entre sarcopenia, 

reduzida massa óssea e osteoporose, e encontrou associação entre essas variáveis. Homens com 
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baixa massa muscular tiveram menor densidade de massa óssea e mais propensão à osteoporose 

quando comparados a homens não-sarcopênicos. Isso nos leva a acreditar que pode ocorrer certa 

influência da contração muscular ao causar estresse mecânico sobre o osso e regular assim a 

densidade mineral deste tecido. 

 

Exercício físico X Remodelamento ósseo 

 

Henderson et. al. (1998), afirma que a atividade física pode otimizar a densidade mineral 

óssea e melhorar a qualidade do osso por causar mudanças na sua geometria e arquitetura. Bonet 

et. al. (2010), em acordo com outros estudos, revisou que o exercício físico pode influenciar o 

sistema esquelético de maneira direta, através do impacto, ou indireta, através da contração 

muscular ou ainda modificando níveis de determinados hormônios que possuem papel no 

metabolismo do cálcio. O impacto direto é percebido pelos osteócitos, porém seu mecanismo de 

ativação como receptor mecânico não é bem elucidado. A resposta celular pode ser dada por 

despolarização de dendritos no osteócitos, que desencadeiam mudanças elétricas de membrana. 

Ocorre sinalização para os osteoblastos, e posteriormente, osteoclastos seguindo-se assim o 

turnover ósseo. Mauney et. al. (2004), observou esse efeito em um estudo in vitro com tecido 

ósseo estimulado por vibração, em que células da linhagem osteoblásticas se proliferaram com 

mais intensidade por sinalização proveniente de osteócitos. 

Há na literatura estudos que comprovam o efeito protetor do exercício físico no osso 

susceptível a osteoporose. Ocarino et. al. (2007), conduziu um estudo com ratas osteopênicas em 

modelo de treinamento aeróbico em esteira sem inclinação. Observou-se um aumento do volume 

do osso trabecular na vértebra e ossos longos, e espessura cortical da vértebra. Lacerda et. al. 

(2015), realizou um estudo de treinamento de força com ratos de 21 semanas de idade, sob ingesta 

de dieta rica em carboidratos, objetivando conferir a relação do exercício aeróbico com perda de 

peso e remodelamento ósseo. Constatou que a atividade física inibiu a osteopetrose, o aumento 

da matriz mineralizada de forma anormal, em vértebras, causada pela obesidade. A porcentagem 

de osso trabecular nas vértebras e fêmures proximais também foi aumentada, e observou que o 

osso nasal de ratos, que não recebe carga durante o exercício, também obteve aumento de 

espessura. Esse fato, foi atribuído a melhora sistêmica causada pela atividade física e a produção 

de hormônios que agem também no tecido ósseo, afirmando então que o exercício é um bom 

recurso para manter a homeostase do osso. Howe et. al. (2011), publicou por meio de revisão 

bibliográfica a análise de 43 estudos randomizados controlados, com um total de 4320 mulheres 

em período pós-menopausa, e descreveu o exercício de força progressivo resistido em membros 

inferiores como a intervenção mais efetiva para densidade mineral óssea da cabeça do fêmur, que 

apesar de pequena significância estatística, demonstrou ser a intervenção mais segura e efetiva. 
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Em um estudo com citocinas que influenciam no remodelamento ósseo, Smith et. al. 

(2016) observou queda na produção de proteínas osteoclastogênicas em sujeitos adultos 

comprometidos com programa de exercícios, incluindo exercícios resistidos, em um período de 6 

meses. Em contrapartida, citocinas anticlasteogênicas tiveram sua quantidade sérica 

incrementada, assim como aumento da osteocalcina. Pode se inferir que esse programa de 

exercícios teve efeito positivo na produção óssea, inibindo a degradação da matriz. 

Estudos já foram conduzidos para observar o efeito do exercício em ratos, em diversas 

situações. Foi mostrado aumento significativo na atividade da MMP-2 do tendão calcâneo (TC) 

de ratos que realizaram salto vertical na água (4 séries/10 saltos, 30 segundos de repouso entre as 

séries, 5 dias/semana, 5 semanas, carga de 50 a 70% do peso corporal do animal) (Marqueti et al., 

2006; Marqueti et al., 2008). Além disso, recentemente nós demonstramos que o treinamento de 

força (metodologia similar a utilizada nesse projeto) aumentou o remodelamento da MEC, tanto 

em músculos quanto em tendões (Prestes et al., 2009; Pereira et al., 2010). Shiguemoto et. al. 

(2012), ao realizarem o mesmo protocolo de treinamento de força do presente estudo, em ratas 

ovariectomizadas com 13 semanas de idade, observaram aumento da atividade da MMP-2 nos 

grupos intactos e ovariectomizados treinados cronicamente. Ainda houve aumento significativo 

da densidade óssea, densidade mineral e resistência à carga de fratura nos grupos treinados 

cronicamente. 

Nesse contexto, as hipóteses desse trabalho são:  

1) As propriedades de MEC se alteram com o envelhecimento como: diminuição do 

conteúdo de colágeno, diminuição do número de células capazes de responder ao estímulo 

mecânico, redução da expressão e atividade de MMPs, aumento da expressão de genes 

relacionados ao enfraquecimento ósseo, diferenciação das células mesenquimais para a linhagem 

de adipócitos em detrimento à linhagem osteoblástica; 

2) O treinamento de força poderá minimizar essas alterações da MEC no processo 

de envelhecimento, favorecendo o processo de remodelamento, indicando uma inibição da 

degradação óssea.  

Esses achados trarão grande contribuição para a compreensão dos mecanismos 

associados às alterações de remodelamento da MEC em ossos durante o envelhecimento 

biológico. Além disso, a utilização do treinamento de força poderá minimizar esses efeitos 

deletérios do envelhecimento, favorecendo o processo de reabilitação física. Alguns aspectos que 

serão estudados aqui são inéditos na literatura científica e trarão grande contribuição para a 

ciência básica, no que tange o entendimento do remodelamento da MEC, bem como para a 

aplicação nas áreas de reabilitação e promoção de saúde em geriatria/gerontologia. 

Sobre os genes propostos para estudo no presente trabalho, sua relação com o 

envelhecimento e treinamento de força pode ser encontrada na Tabela I.
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TABELA I – Relação de proteínas que serão analisadas no presente estudo e os dados encontrados na literatura sobre sua expressão no exercício resistido e 

no envelhecimento. 

Gene/Proteína 
Função na matriz extracelular 

óssea 

Expressão no exercício resistido em tecido 

ósseo 

Expressão no envelhecimento em tecido 

ósseo 

Col-1 

Principal proteína estrutural da matriz 

extracelular. Produzida por células da 

linhagem osteoblástica. 

(KULTERER, 2007) 

Expressão incrementada por consequência do 

aumento de células osteoblásticas (VICENTE et. 

al., 2013).  

Conteúdo diminuído por maior degradação 

e enfraquecimento de suas ligações 

cruzadas. (YOUNG, 2003). 

SOST - 

Esclerostina 

Inibidor de formação óssea. Expressa 

principalmente pelos osteócitos. 

Antagoniza BMPs. (LIN, 2009) 

Expressão reduzida quando em estímulo 

mecânico. (ROBLING, 2008) 

Exércicios de baixo-volume e alta-intensidade 

em microgravidade diminuíram expressão de 

SOST e aumentaram formação óssea. (MACIAS, 

2012) 

Diminui com o envelhecimento, mas não 

influencia na diferenciação de osteoblastos, 

como seria esperado. (SHAHNAZARI, 

2012) 

MEPE 
Regula homeostase do fosfato e inibe 

mineralização óssea. (GOWEN, 2003) 

Sem dados para exercício resistido. 

Estímulo mecânico aumentou expressão gênica 

da MEPE, que interage com OPG, e 

consequentemente diminui osteoclastogênese. 

(KULKARNI, 2010) 

Expressão aumentada em pacientes com 

quadros de osteoporose e osteomalacia 

(NAMPEI et. al., 2004). 

PPARγ 

Fator chave de transcrição das MSC 

em adipócitos. Concorre com fatores 

de transcrição dos osteoblastos 

(ZHANG et. al., 2016) 

Sem dados para exercício resistido. 

Treino em esteira previne a perda óssea por 

inibição da PPARγ. (CHEN et. al., 2011; 

MAREDZIAK et. al., 2015) 

Expressão aumentada no envelhecimento, 

indicando maior adipogênese (ZHANG et. 

al., 2016). 

MMP-2 

Degradação da matriz óssea, sinergia 

com outras metaloproteinases 

(PAIVA, 2014) 

Atividade aumentada com treinamento de força 

crônico de alta-intensidade em ratas 

ovariectomizadas. (SHIGUEMOTO, 2012) 

Sem dados encontrados para 

envelhecimento. 

MMP-9 

Migração do osteoclasto. Degradação 

da matriz óssea. (PAIVA, 2014, 

DELAISSE, 2003) 

Sem dados encontrados para exercício resistido. 
Sem dados encontrados para 

envelhecimento. 

MMP-13 

Degradação da matriz óssea. Promove 

ossificação endocondral (PAIVA, 

2014). 

Sem dados encontrados para exercício resistido. 
Sem dados encontrados para 

envelhecimento. 

TIMP-1 
Inibidor da ação de degradação das 

metaloproteinases. (HILL, 1994) 
Sem dados encontrados para exercício resistido. 

Sem dados encontrados para 

envelhecimento. 



    
 

22 
 

Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos do envelhecimento, bem como o efeito do treinamento de força sobre 

as propriedades da MEC importantes para o remodelamento ósseo em ratos.  

Objetivos específicos 

 

Avaliar por meio de PCR em tempo real alguns dos principais genes responsáveis pelo 

remodelamento ósseo. 

Avaliar por meio de zimografia a atividade da MMP-2 tecidual. 

Avaliar por meio de western blotting o conteúdo proteico do colágeno tecidual. 
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Materiais e Métodos 

 

Animais e grupos 

 

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 20 ratos, Wistar novergicus 

albinos de 3 (jovens, n = 10) e 20 meses (velhos, n = 10), provenientes do Biotério Central da 

UNESP (Campus de Botucatu). Os ratos foram mantidos no Biotério do Laboratório de Fisiologia 

do Exercício desta universidade em temperatura ambiente entre 22 e 24°C com luz controlada em 

ciclo de 12 h (claro-escuro). A água e a comida foram administradas ad libitum. O experimento 

foi conduzido segundo as normas de ética na experimentação animal (National Research Council, 

2011; DBCA/CONCEA, 2013). Esse projeto, foi aprovado pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos (processo nº: 031/2011). 

Os ratos foram então divididos em quatro grupos experimentais, com 5 animais cada: 

Jovens Sedentários (JS), Velhos Sedentários (VS), Jovens Treinados (JT) e Velhos Treinados 

(VT). Os grupos sedentários foram mantidos sem realizar treinamento de força, enquanto os 

treinados seguiram o protocolo de treinamento de força. 

 

Treinamento de Força 

 

O treinamento de força (TF) de 12 semanas foi realizado uma vez a cada dois dias. 

Inicialmente, os ratos foram adaptados ao protocolo de TF que exigiu que os animais escalassem 

uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm, inclinação de 80°). O tamanho da escada fez 

com que os animais realizassem 8-12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso na 

porção proximal da cauda com uma fita auto-adesiva. Com o aparato fixado à cauda, os ratos 

foram colocados na parte inferior da escada e familiarizados com a mesma. Caso necessário, um 

estímulo com pinça seria aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento. No topo da 

escada os ratos alcançaram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante 2 minutos. 

Este procedimento foi repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, 

três vezes consecutivas, sem estímulo. Três dias após esta familiarização, a primeira sessão de 

treinamento consistiu de 4-8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas. A 

escalada inicial consistiu em carregar uma carga de 75% do peso corporal do animal. Em seguida, 

foi adicionado um peso de 30g até uma carga com a qual o rato não conseguisse escalar toda a 

escada. A falha em escalar foi determinada quando o animal não conseguiu progredir na subida 

da escada após três estímulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi 

considerada como a capacidade máxima de carregamento do rato para aquela sessão de 

treinamento. As sessões de treinamento consistiram de quatro escaladas na escada, com 65%, 

85%, 95% e 100% da capacidade máxima de carregamento do animal, determinada na sessão 
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anterior. Durante as escaladas subsequentes foram adicionados 30g até que uma nova capacidade 

máxima de carregamento fosse determinada. O protocolo de TF apresenta metodologia similar 

aos usados em humanos e foi o adaptado de Hornberger e Farrar (2004), de acordo com as 

necessidades do presente estudo. 

 

Eutanásia dos animais, retirada e armazenamento dos fêmures 

 

Após 48 h do término do período experimental, todos os procedimentos experimentais 

foram realizados com os animais anestesiados, utilizando-se injeção intraperitonial de solução de 

xilazina (12 mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal). Após, os animais 

foram posicionados em uma mesa cirúrgica em decúbito dorsal, com as patas presas e mantidas 

em extensão, para assim efetuar a dissecação dos fêmures. Os ossos foram congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados em freezer a –80ºC, para análises moleculares. 

 

Preparação da amostra e extração de RNA 

 

A cabeça e o colo do fêmur dos ratos de cada grupo foram usados para análise. 

Inicialmente as amostras foram maceradas em nitrogênio líquido com um pistilo e 

homogeneizadas no reagente TRIZOL (Invitrogen Corporation, California, USA) com um 

homogeneizador PowerGen 125 (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Após homogeneização, a 

amostra manteve-se separada em três partes, onde a primeira é caracterizada pela presença de 

RNA, sendo usada para o protocolo de PCR em tempo real. A segunda fase composta por DNA 

foi descarta, enquanto a terceira fase composta por proteínas foi aplicada no protocolo de Western 

Blotting. Após o isolamento da fase aquosa, o RNA será precipitado usando isopropanol. O pellet 

foi lavado em etanol e subseqüentemente dissolvido em 10ul de água livre de RNases e 

armazenado em -80°C. A mensuração da concentração e pureza (260/280 nm e 260/230 nm) do 

RNA foram feitas no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA).  

 

RT-PCR (Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction) 

 

Antes da transcrição reversa, o RNA total (1 μg) de cada amostra foi tratado com 

deoxyribonuclease I (DNAse I; Invitrogen Corporation, California, USA) de acordo com as 

instruções do fabricante de maneira a remover DNA genômico. Após isso, o RNA tratado foi 

reversamente transcrito em cDNA utilizando o Kit iScriptTM cDNA Synthesis (BioRad 

Laboratories, USA). 

O sistema de detecção para PCR em tempo real CFX 96 (Bio-Rad, San Francisco, USA) 

foi usado para a reação qPCR. Para cada reação, 20 ng de cDNA, 0,2 μg de cada primer e 5 μg de 
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SsoFastTM Evagreen Supermix (Bio-Rad, San Francisco, USA) foram usados em um volume 

total de 10 μL por reação. Os primers específicos de cada gene descritos na tabela I foram 

comprados da Sigma Aldrich (Missouri, EUA) e da Bioneer (Republic of Korea). O programa de 

ciclagem térmica foi de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 60°C e 30s a 

72°C. Após a corrida, a curva de melting foi analisada para confirmar a especificidade dos 

produtos amplificados. Proteína ribosomal S18 (RPS18) foi usada como gene de referência. A 

expressão relativa dos produtos de qRT-PCR foi determinada por meio do método ΔΔCt, em que 

a expressão relativa é calculada usando a seguinte equação: fold induction = 2 –ΔΔCt (LIVAK, 

2001). 

O objetivo principal da técnica de PCR em tempo real em nosso estudo foi observar a 

variação de um determinado gene e oferecer campo para hipotetizar sobre sua importância quanto 

a intervenção utilizada. Nesse trabalho o PCR será utilizado para embasar nossas hipóteses sobre 

a atividade física e o envelhecimento, em que será possível determinar qual gene é expresso em 

maior escala nessas duas situações, nos fornecendo uma ideia sobre a condição no remodelamento 

ósseo. 

A sequência de nucleotídeos dos primers utilizados é encontrada na tabela II. 
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Western Blotting 

 

Após a homogeneização da amostra em TRIZOL na extração de RNA, foi feito a 

ressuspensão de proteínas a partir da a terceira fase obtidada conforme o manual do fabricante do 

TRIZOL. As proteínas foram precipitadas em 2ml de isopropanol, seguida pela lavagem em 

tampão composto por 0,3M de hidrocloreto de guanidina em etanol a 95%. Foi adicionado 99mL 

de SDS 1% e 1mL de inibidor de protease (Sigma Aldrich) ao pellet de proteínas, e dissolvido em 

banho quente na temperatura de 60ºC. Após ressuspensão das proteínas, a quantificação foi feita 

no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA). 

As amostras foram concentradas em 30 µg de proteína e 4 µl de tampão de amostra 

concentrado em 6x com β-mercaptoetanol (agente redutor) e foram resolvidas por eletroforese em 

gel de poliacrilamida à 10%. Após, foi feita a transferência de proteínas em membrana de PVDF 

(Merck Millipore), e bloqueio da membrana em leite. Em seguida foi realizada a incubação com 

anticorpo primário para colágeno do tipo I (Sigma Aldrich, C2456), como proteína de interesse. 

Após incubação primária overnight, foi incubado com anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG-

HRP (Santa Cruz Biotecnology, Sc-2005) e revelado com reagente de revelação ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (Amersham, RPN2232) em fotodocumentador. A 

densitometria das bandas foi feita no software ImageJ™ (National 

 Institutes of Health, Bethesda, MD) e normalizada pelo anticorpo anti β-actin, mouse monoclonal 

(Sigma Aldrich, A1978). 

 

TABELA II – Descrição da sequência de primers utilizados no estudo.  
 

Genes  Primer Senso 

(5’-3’)  

Primer Antisenso 

(3’-5’)  

Acesso nº Empresa  

COL-1  ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA  CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG  NM_053304.1  Bioneer  

MEPE ACTGTTCCTCTTCAGTATGAC TGATATTTCTGAGGAGGGTG NM_024142.1 Sigma Aldrich 

SOST ATGATGCCACAGAAATCATC CACGTCTTTGGTGTCATAAG NM_030584.1 Sigma Aldrich 

PPARγ AAGACAACAGACAAATCACC CAGGGATATTTTTGGCATACTC NM_013196.1 Sigma-Aldrich 

MMP-2 GATCTTCTTCTTCAAGGATCG TACACGGCATCAATCTTTTC NM_031054.2 Sigma Aldrich 

MMP-9 TACTTTGGAAACGCAAATGG GTGTAGAGATTCTCACTGGG NM_031055.1 Sigma Aldrich 

MMP-13  CGTGTGGAGTTATGATGATG  ATCTACTTTGTCGCCAATTC  NM_133530.1  Sigma Aldrich  

TIMP-1  ATAGTGCTGGCTGTGGGGTG  TGATGCCTCTGGTAGCCCTT  NM_053819.1  Bioneer  

RPS18 ACTGCCATTAAGCGTGTG GTCAGGGATCTTGTATTGTC NM_213557.1 Sigma-Aldrich 
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Zimografia 

 

Os procedimentos para determinação da atividade da MMP-2 no osso foram 

realizadas de acordo com o protocolo adaptado de Marqueti et. al. (2008). A porção imediata logo 

abaixo do colo do fêmur foi removida e macerada em nitrogênio líquido com pistilo. Após a 

amostra foi incubada em 500µL de tampão de extração (ácido cacodílico 10 mM, pH 5,0; NaCl 

0,15 M; ZnCl2 1M; CaCl2 20mM; NaN3 1,5 mM; Triton X-100 0,01% [v / v]), a 4 °C overnight. 

Após este período, a solução foi centrifugada por 10 min (13000 g, a 4 °C). Amostras com 15 mg 

de proteínas totais foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 10% 

e gelatina na concentração de 1mg/ml. Após a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes em 

40 minutos com solução 2,5% de Triton X-100 para remover o SDS e incubados em tampão de 

incubação (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0; CaCl2 5 mM; NaN3 0,02%; ZnCl² 10 nM) a 37 °C por 20 

h. Os géis foram corados com Comassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e descorados com 

ácido acético: metanol: água (1:4:5, v:v:v), para visualização das bandas de atividade. A 

densitometria das bandas foi feita no software ImageJ™ (National Institutes of Health, Bethesda, 

MD). 
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Resultados 

 

Efeito do envelhecimento 

Algumas alterações no osso foram observadas pelos resultados da expressão gênica 

quando consideramos apenas o fator envelhecimento sem influência do treinamento. A expressão 

gênica de COL-1 apresentou diferença significativa, com expressão diminuída no grupo VS 

quando comparado ao grupo JS (Figura 2a). Por outro lado, os resultados de conteúdo proteico 

do colágeno tipo I não demonstraram diferença entre os grupos (Figura 3). 

Também foi observada diferença significativa da expressão da SOST, a qual aumentou 

no grupo VS quando comparado ao grupo JS (Figura 2b). A expressão gênica da MEPE não 

apresentou diferença significativa entre os grupos JS e VS (p=0,7519) (Figura 2c). 

Com relação às metaloproteinases, considerando o envelhecimento ósseo, foram 

encontrados resultados semelhantes na expressão gênica e atividade da MMP-2 no tecido. O 

grupo VS apresentou expressão gênica diminuída comparado ao JS (Figura 2e), tendo resultado 

semelhante quando observada a atividade total da MMP-2 por meio de zimografia (Figura 4). 

TIMP-1 e MMP-13 também mostraram a expressão diminuída no grupo velho comparado ao 

jovem, ambos sedentários (Figura 2g, h). 

 

O efeito do treinamento de força  

Quando considerado os efeitos do treinamento de força no grupo JT, o COL-1 não 

apresentou diferenças significativas na expressão gênica (Figura 2a). Porém, TF não conseguiu 

proteger a redução da expressão de COL-1 no grupo VT. 

Com relação à SOST, não foi demonstrada diferença significativa entre os grupos VT e 

JT (p=0,7192) (Figura 2b). 

A expressão gênica da MEPE foi alterada após TF, no qual o grupo JT mostrou aumento 

significativo na MEPE quando comparado com o grupo VT (p=0,0020) (Figura 2c). PPARγ não 

obteve diferença significativa em nenhum grupo experimental (Figura 2d). 

O treinamento de força aumentou significativamente a expressão gênica da MMP-2, 

MMP-9, MMP-13 e TIMP-1 quando comparado o grupo VT com JT (p=0,0049, p=0,0100, 

p=0,0011 e p=0,0001, respectivamente; Figura 2e, f, g, h). O TIMP-1 e a MMP-13 do grupo JT 

também apresentaram aumento significativo na sua expressão quando comparados com o grupo 

JS (p=0,0488 e p=0,0120, respectivamente). Os achados por meio de zimografia corroboraram 

os resultados da expressão gênica, na qual a atividade total da MMP-2 no grupo VT foi 

significativamente menor que no grupo JT (Figura 4). 
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Figura 2. Análise da expressão gênica de a) COL-1, b) SOST, c) MEPE, d) PPARγ, e) MMP-2, 

f) MMP-9, g) MMP-13 e h) TIMP-1 nos fêmures esquerdos dos animais dos grupos 

experimentais. Diferenças significativas: a vs. JS; b vs VS; c vs JT; d vs VT, p <0,05 
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Figura 3. A) Densitometria do colágeno tipo I nos grupos experimentais, normalizada pela β-

actina. B) Representação gráfica do conteúdo proteico do colágeno tipo I em unidade arbitrária 

(UA) em fêmures. Não apresentou diferenças significativas. JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem 

Treinado; VS, Velho Sedentário; VT, Velho Treinado. 
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Figura 4. A) Densitometria da atividade da MMP-2 total = MMP-2 Pro (~72 kDa) e MMP-2 ativa 

(~62 kDa) em fêmures. B) Representação gráfica da atividade total da MMP-2 (MMP-2 pro + 

MMP-2 ativa) em unidade arbitrária (UA) em fêmures. Diferenças significativas comparadas 

com: a. vs JS; c. vs JT, p <0,05 (n = 5 por grupo). JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; VS, 

Velho Sedentário; VT, Velho Treinado. 
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Discussão 

Os principais achados do presente estudo confirmam que o envelhecimento acarreta 

efeitos deletérios nas propriedades moleculares e propriedades estruturais da MEC levando ao 

enfraquecimento ósseo em animais velhos. Dentre os achados, destaca-se o efeito do TF na 

redução da expressão gênica da SOST e MEPE, sugerindo um efeito inibitório na reabsorção 

óssea. O TF também promoveu uma maior expressão gênica e atividade das MMPs no grupo 

jovem, conferindo melhor remodelamento. 

O colágeno tipo I, principal proteína estrutural do osso (YOUNG, 2003), apresentou 

expressão gênica reduzida em ambos os grupos velhos, embora não houve variação em seu 

conteúdo proteico. Observou-se que a expressão de COL-1 não foi influenciada pelo TF, e a 

provável diminuição da síntese dessa proteína culminará futuramente em menor resistência 

tecidual (FONSECA et. al., 2013). Kesavan et. al. (2005) aplicaram carga mecânica por meio de 

dispositivo (2 semanas, 6 dias por semana) sobre tíbias de camundongos fêmeas com idade entre 

2 meses e 9 meses de idade, e demonstraram aumento da expressão gênica de COL-1, porém 

utilizaram um protocolo de aplicação de carga por apenas 10 dias. Não obstante, Holguin et. al. 

(2016) realizaram treinamento semelhante, com carga mecânica aplicada em tíbias de 

camundongos (2 semanas, 5 vezes por semana), e reportaram expressão de COL-1 aumentada em 

ratos com 5 meses de idade, porém diminuída em ratos com 22 meses de idade, corroborando os 

nossos resultados. Em estudos com seres humanos, períodos maiores de treinamento podem 

potencializar os efeitos positivos na densidade mineral óssea, que intrinsicamente se relaciona ao 

COL-1. Por exemplo, Whiterford et. al. (2010) realizaram TF com homens idosos pelo período 

de 1 ano (1 sessão por semana, 3 séries de 8 repetições máximas) e observaram aumento da DMO 

total de quadril para o grupo treinado, assim como a massa magra, capacidade funcional de 

marcha e força muscular de membros inferiores. Nesse estudo a expressão de COL-1 foi reduzida 

com o envelhecimento e não foi observado efeito protetor do TF no sentido de impedir ou inibir 

esse efeito. Apesar disso, o conteúdo do COL-1 tecidual se manteve.  Baseado nos estudos acima 

acreditamos que esse efeito talvez esteja relacionado ao tempo de treinamento. Possivelmente 

períodos maiores de treinamento poderiam gerar melhora na expressão e conteúdo do COL-1, 

contudo há escassez de estudos com protocolos de treinamentos por longos períodos em modelos 

experimentais em animais.  

Com relação a SOST, o envelhecimento pode acarretar efeitos deletérios na formação 

óssea, devido ao aumento desse gene (HOLGUIN et. al., 2016). Para entender melhor, a proteína 

transcrita pela SOST chamada de esclerostina, é produzida principalmente por osteócitos, e atua 

inibindo a atividade dos osteblastos e posteriormente provoca apoptose celular, o que pode 

contribuir para o efeito negativo sobre a formação óssea (GOMBOS et. al. 2016). De forma 

análoga, a MEPE é uma proteína expressa especificamente por osteócitos e possui papel crucial 

no controle da captação de fosfato pelo tecido ósseo, inibindo sua mineralização quando em alta 
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quantidade ou expressão (ZELENCHUK et. al, 2015; BOSKEY et. al, 2009). Os resultados do 

presente estudo estão de acordo com as investigações anteriores (NAMPEI et. al., 2004; GOOI 

et. al., 2014; KHASSAWNA et. al., 2015), as quais avaliaram a influência do envelhecimento 

nesses dois genes e demostraram um aumento exacerbado no envelhecimento.  

No atual estudo,  o TF parece ter induzido um efeito ósseo protetor nos animais velhos, 

pois foi capaz de manter a expressão da SOST em níveis basais e dessa forma inibir as vias de 

absorção óssea. Holguin et. al. (2016), estudaram em modelo animal, o efeito da carga mecânica 

aplicada sobre a tíbia de camundongos (5 x semana, por 2 semanas) em ratos com 5, 12 e 22 

meses de idade. Os animais mais velhos, apresentaram diminuição da SOST imediatamente após 

a aplicação de carga, mas curiosamente não manteve esse resultado em período prolongado, com 

consecutivas cargas mecânicas aplicadas. A discrepância entre este resultado e o do presente 

estudo pode ser devida, pelo menos em parte, às diferenças referentes à intensidade, ao volume, 

bem como ao tipo e duração dos protocolos de carga mecânica empregados. Ademais, Holguin et 

al. 2016 utilizam a tíbia, o que pode ser um fator de influência para resultados distintos. 

Similarmente, os resultados da expressão gênica da MEPE nos direcionam à hipótese 

do efeito protetor acarretado pelo TF. O resultado encontrado nesse estudo, demonstra que o TF 

resultou em menor expressão da MEPE nos animais VT, indicando, indiretamente, efeitos 

benéficos sobre a mineralização óssea. A análise biomecânica realizada por Bogni (2013) no 

fêmur direito desses mesmos grupos experimentais, demonstraram conteúdo mineral semelhante 

em todos os animais e rigidez aumentada nos grupos VS e VT (ANEXO I), salientando, porém, 

que os animais velhos treinados apresentaram menor rigidez comparado com os animais 

sedentários. Esses achados corroboram os resultados da expressão gênica da SOST e da MEPE 

nesse estudo, pois o treinamento atenuou o aumento da expressão desses genes minimizando os 

efeitos negativos sobre a formação óssea dos animais velhos. 

O envelhecimento também reduziu a expressão gênica da MMP-2, -9 e -13, bem como 

a atividade da MMP-2 no fêmur. Ademais, o TF por 12 semanas não conseguiu atenuar os efeitos 

deletérios do envelhecimento em nenhum dos grupos. Baseado nesses resultados, pode-se inferir 

que o remodelamento da matriz óssea está diminuído nos grupos velhos, haja vista que as 

metaloproteinases possuem função importante no processo de degradação e formação da matriz 

óssea (PANWAR et. al., 2017; DELAISSE et. al., 2003). O remodelamento comprometido 

aumenta a rigidez óssea, e as microfraturas geradas pelo impacto podem se acumular, causando 

fragilidade e maior risco de fraturas importantes, principalmente em idosos. Com relação ao 

resultado do TIMP-1, inibidor da atividade das metaloproteinases -2 e -9 (VANDOOREN et. al., 

2013), sua diminuição pode indicar uma ação tecidual na tentativa de preservar a pequena 

atividade de MMPs remanescente no tecido.  

Ainda sobre as MMPs, a MMP-2 e -13 possuem função no remodelamento ósseo, tendo 

ainda a MMP-2 papel na formação dos canalículos para comunicação de osteócitos, entre eles e 
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com outras células (INOUE et. al., 2006), logo entendemos que sua diminuição representa um 

comprometimento na mecanotransdução percebida pelos osteócitos. A mecanosensibilidade no 

osso depende da rede osteocitária íntegra, com células maduras e fluído capaz de sinalizar as 

modificações necessárias para adaptação da MEC à carga (PRIDEAUX et. al., 2016). Baseando-

se nisso, é possível explicar nossos achados sobre a MMP-9, que apresentou redução da expressão 

gênica apenas no grupo velho treinado. Já foi descrito na literatura uma associação dos 

osteoclastos com a MMP-9. Quando essa célula está ancorada à matriz mineralizada, a MMP-9 é 

liberada juntamente com outras enzimas para degradação da matriz (HILL et. al., 1994). O 

amadurecimento dos osteoclastos para seu estado funcional é sinalizado pelos osteócitos 

(SCHAFFLER & KENNEDY. 2012), e estando esse último com sua comunicação comprometida, 

implica consequentemente em inibição da função dos osteoclastos, com menor expressão da 

MMP-9. 

De uma forma geral, o protocolo de TF proposto no nosso estudo parece não ter 

alcançado efeito anabólico desejado no osso, apesar de diversos estudos biomoleculares já 

demonstrarem os efeitos benéficos do exercício físico, quanto a disponibilidade e proliferação das 

MSC (MAREDZIAK et. al., 2015); regulação de fatores de osteogênicos (CHEN et. al., 2004); 

redução de marcadores de reabsorção óssea (GOMBOS et. al., 2016) e diminuição de citocinas 

inflamatórias (MARQUES et. al., 2013). Sugere-se que a falta de responsividade do TF nos 

animais velhos pode estar atrelada a idade dos mesmos ao iniciarem os exercícios, e também ao 

tipo de exercício, que pode não ter atingido um limiar mínimo de frequência e magnitude de 

tensão para promover osteogênese no osso sobremaneira à perda. O mesmo protocolo foi estudado 

em músculos e tendões neste modelo animal, e foi identificada melhora em ambos os tecidos, 

evitando o agravamento dos efeitos deletérios da idade. Os achados incluem diminuição de 

lipídios intramiocelulares; regulação de proteínas positivas à manutenção da estrutura do tendão; 

aumento de proteoglicanas, vasos sanguíneos e diminuição da calcificação no tendão; e prevenção 

da perda de função no tendão, com melhora das propriedades biomecânicas (RIBEIRO et. al., 

2017; BARIN et. al., 2017; MARQUETI et. al., 2017a; MARQUETI et. al., 2017b). 

O período de vida para se iniciar o treinamento e potencializar os efeitos benéficos no 

osso ainda não é bem definido. Estudos tem abordado esse tema em humanos. Rittweger et. al 

(2008), relatou em revisão que os efeitos do exercício físico parecem ser mais significativos para 

aumento de massa óssea em jovens no período pré-puberdade, e que o mesmo exercício perde 

muito de sua eficiência após o indivíduo alcançar a adolescência. A idade como fator de desgaste 

celular, influencia a mecanotransdução do osso a carga, por apresentar menor disponibilidade de 

osteócitos (MANOLAGAS & PARFITT, 2010) e redução do fluxo de fluido nos canalículos 

ósseos (SRINIVASAN et. al., 2012). E modelo animal, Turner et. al. (1995) aplicou cargas 

mecânicas graduais sobre tíbias de ratos, e observou que o limiar de resposta à carga em ratos 

velhos era superior a ratos jovens, e que o estímulo para a formação óssea não acontecia em cargas 
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inferiores ao limiar. Dito isso, acredita-se que o envelhecimento causa uma menor sensibilização 

da resposta à carga, representado no presente estudo pelos resultados da expressão gênica de 

COL-1 e MMPs no grupo VT.  

Além disso, como citado acima, o tipo de exercício parece influenciar o remodelamento 

ósseo. O estímulo para formação óssea parece ser dependente do local, visto que estudos com 

modelos animais comprovaram a ocorrência de uma distribuição de massa óssea, de locais que 

sofrem menos carga para locais com maior estresse mecânico (ROBLING et al., 2002; HINEY et 

al., 2004), assim como em humanos (VLACHOPOULOS et. al, 2017). Além disso, fatores 

atuantes sobre o osso como a magnitude da tensão aplicada, a frequência da tensão (Hz), números 

de ciclos de carga, períodos de recuperação, e força de reação do solo, são influentes na adaptação 

do osso ao exercício físico (HART et. al., 2017; BRAVENBOER et. al., 2017). Srinavasan et. al. 

(2003), aplicaram protocolo de carga por meio de dispositivo mecânico, por 2 semanas, sobre a 

tíbia de camundongos com 21 meses de idade. O protocolo abordou dois modelos de carga 

separadamente (baixa ou alta magnitude, com ou sem repouso entre os ciclos). Observaram que 

a aplicação de carga com baixa-magnitude e 10 segundos de repouso entre os ciclos foi anabólico 

para o osso, diminuindo os efeitos deletérios do envelhecimento. Umemura et. al. (1995) 

compararam os efeitos dos treinamentos de salto e corrida para hipertrofia óssea de ratos jovens 

e velhos. Foi relatado que para ratos velhos, o treinamento de salto por 10 minutos produziu 

melhor efeito na massa óssea, em comparação ao treino em esteira por 60 minutos, no período de 

8 semanas. Podemos inferir, então, que fatores como sexo, idade, tipo e duração do estímulo são 

fatores influenciadores para obtenção de resultados divergentes, apresentados na literatura. 

Como limitações do estudo, podemos considerar que análises imunohisquímicas e 

histoquímicas do tecido auxiliariam o entendimento da integridade morfológica/estrutural e 

adaptação óssea, influenciada pelo envelhecimento. 

Conclusão 

 

O TF protegeu o tecido ósseo ao inibir genes específicos importantes no processo de 

envelhecimento, evitando os efeitos deletérios na mineralização óssea. Contudo, o 

envelhecimento também alterou a expressão de genes responsáveis pelo conteúdo estrutural e 

remodelamento do osso, e nesse caso o TF não foi capaz prevenir os prejuízos acarretados pelo 

envelhecimento. É importante ressaltar que o envelhecimento e o tipo de exercício podem 

modular os resultados, assim protocolos de treinamento com duração de tempo maior podem 

trazer benefícios maiores ao osso. 
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Estudos futuros 

 

Apesar da vasta gama de estudos explorando os potenciais benéficos do exercício, ainda 

não há consenso sobre qual protocolo de TF alcança resultados otimizados no osso. São 

necessários estudos que identifiquem protocolos de exercícios capazes de equalizar o turnover 

ósseo, sem favorecer somente uma das etapas do remodelamento, pois tanto a formação quanto a 

degradação óssea exacerbadas comprometem a funcionalidade estrutural do osso em absorver 

impactos. Outra sugestão seria mediar esse protocolo de TF por tempo maior, como estratégia de 

comparar os resultados obtidos no atual estudo. 
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Anexos 

 

 

ANEXO I. Reprodução autorizada a partir da dissertação de Bogni (2013). Representação gráfica 

de parâmetros biofísicos (a) e biomecânicos do fêmur direito. Os valores são apresentados como 

média ± erro padrão da média, p < 0,05. & vs JS, JT e IT; # vs JS, JT e IS (ANOVA two-way e 

teste post hoc Tukey). JS, Jovem Sedentário (n=8); JT, Jovem Treinado (n=9); IS, Idoso 

Sedentário (n=8); IT, Idoso Treinado (n=9). Os grupos IS e IT representam os grupos VS e VT 

do nosso estudo, respectivamente. OBS: Para termos de comparação, lê-se “velho” no lugar do 

termo “idoso” usado pelo autor. 
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